



























The studies of the effect of a novel candidate of plant cell death regulator, NtILP1,
on elicitor-induced programmed cell death in Tobacco BY-2 cells.
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Abstract:
　IAP like proteins (ILPs) are newly found paralogs of inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) from wide variety of eukaryotes 
including fission yeast, mammals and higher plants. Because a human ILP (HsILP1) function as a cell death inhibitor in 
several human cells likes IAPs, there is a possibility that plant ILPs also have the same function. To assess the possibility, 
we tested plant ILP function using an established cell death assay systems with tobacco (Nicotiana tabacum) cultured cells, 
BY-2. We isolated two ILP homolog genes, referred to as Nicotiana tabacum IAP like protein 1 (NtILP1) and NtILP2, from 
tobacco BY-2 cells, then produced transformed BY-2 cell lines which are overexpressed or suppressed NtILP1. A BY-2 cell line 
overexpressed NtILP1 (NtILP1OX1) showed the decrease in cell death induced by a proteinaceous fungal elicitor, cryptogein, 
whereas acceleration of cell death was observed in another BY-2 cell line which is suppressed NtILP1 expression (NtILP1RNAi3). 
The expression of NtILP1 in elicitor-applied tobacco BY-2 cells strongly suggested NtILP1 acts as a cell death inhibitor.













inhibitor of apoptosis protein （IAP）の baculovirus 
IAP repeat （BIR）ドメインによく似た BIR like 
Domain（BLD）を持ち、IAP に弱い相同性を示す
IAP like protein （ILP）をシロイヌナズナより 2 つ
見いだし、AtILP1 および AtILP2 と命名した 16）。
BLD を query とした blast （核酸データベースを検







　こうして見出した ILP のうち、ヒトの HsILP1




















AtILP1 の ortholog であるNtILP1 の ORF （open 
reading frame; 遺伝子 DNA 上の開始コドンから終
止コドンまでの領域）の cDNA の単離に成功した。











　タバコ培養細胞 BY-2 （Nicotiana tabacum L. cv. 
Bright Yellow 2、以後“BY-2 細胞”と表記）は 19）、
300 ml 三角フラスコに分注した 100 ml BY 培地に 7




継代 7 日後のタバコ BY-2 細胞を新鮮な液体 BY 培




酵母Pichia pastoris （Cry GT）を用いて cryptogein
の合成を行った 20）。形質転換酵母の培養はPichia 
expression kit （Life technologies） のプロトコール
に従った。cryptogein を含む培養上清を透析チュー
ブ（UC36-32-100, 三光純薬）は超純水中で 16 時間







cryptogein 添加による BY-2 細胞の細胞死アッセイ
　cryptogein 添加によって起こる細胞死は PCD で
あり 7） 8）21）、PCD による細胞死を観察するための手
法として、Evans blue 染色法が用いられている。継
代 7 日目の BY-2 細胞を含む培養液を、BY 培地 30 
ml あたり1 ml 移し、28℃、暗所、130 rpm で 3 日
間培養した。培養液を 12 ウェルプレ トーに、1ウェル
あたり 900 μ l ずつ分注し、終濃度 0、0.25 μ M、0.5 
μ M、1.0 μ M となるように cryptogein 溶液をそれ
ぞれ 100 μ l ずつ添加した。振とう培養機で 28℃、
130 rpm の条件で 24 時間加温後 , 溶液を 700 μ
l 取って 1.5 ml チューブに回収し、上清を除いた後




メラで撮影し、PC に取り込んだ画像上で , 全細胞数
および死細胞をカウントして細胞死率を求めた。
NtILP1 及びNtILP2 cDNA の単離と解析
　NtILP1 cDNA の単離は、RACE 法を用いて行
な っ た。AtILP1 の cDNA 配 列 を query と し て、
tblastn に よ り タ バ コ の cDNA-AFLP （amplified 




　 タ バ コ BY-2 細 胞 total RNA サ ン プ ル か ら
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の cDNA の 合 成 に は Invitrogen の Superscript 
double-strand cDNA synthesis kit を用い、定法に
従って cDNA を合成した。得られた cDNA を鋳
型とした 3’-RACE 法により cDNA 断片を回収し、
Big Dye terminator v3.1（Life Technologies） を
用いた cycle sequencing と ABI Prism 3100（Life 
Technologies）による塩基配列解析により求めた。
得られた塩基配列をもとに、5’-RACE 用プライマー
を作成し、5’-full RACE core kit （タカラバイオ） 
により ORF 全長を含む cDNA 配列を同定した。得
られた配列をもとに PCR により NtILP1 ORF の
cDNA を得た（図 2）。得られた ORF については、
塩基配列解析を行ない、増幅エラーが含まれていな
いことを確認した。
　NtILP2 については、Computational Biology and 
Functional Genomics Laboratory における the Gene 
Index Project のDFCI Tobacco Gene Index （http://
compbio.dfci .harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimain.
pl?gudb=tobacco）において、 AtILP2 の BLD 領域
を queryとして相同性検索を行なった結果、BY-2 細
胞由来の候補配列の中からAtILP2 と高い相同性（ア
ミノ酸レベルで 40%、BLD 領域では 71.4%）を示す
断片が見出された。そこでこの配列を含有する遺伝子







　NtILP1 過 剰 発 現 株 の 作 成 の た め に、NtILP1 
の ORF に cauliflower mosaic virus （CaMV） 35S 
promoter と nopaline synthase （NOS） terminator
を接続したキメラ遺伝子 NtILP1OX を作成した
（図 2）。また、RNA 干渉（RNAi）による発現抑
制 株 作 出 の た め に、NtILP1 の BIR like domain 







（neomycin phosphotransferase II, NPTII）を導入
し、カナマイシン耐性細胞株として選抜した。
図 1　NtILP1クローニングのスキーム
　既知配列であるAJ718124 の情報をもとに特異的プライマーP1, P2を作成し、3’RACE 法によりAJ718124 の下流の配列を決定した。
その後、3’RACE 法の結果を加えた配列情報（AJ718124+3’RACE）をもとに 5’末端にリン酸基を付加した 5’RT プライマーを





（Reverse transcription-polymerase chain reaction）
　定常時の遺伝子発現解析については、継代後 7
日目の BY-2 細胞を 3.5 ml 程度ずつサンプリング
し、メッシュサイズ 75 μ m のナイロンメッシュ上
に回収した。水分を切ってから細胞の生重量を測
定し、0.2 g 生重量以下になるように量りとって 1.5 
ml チューブに入れ、液体窒素で凍結し –80℃で保
存した。回収した BY-2 細胞を液体窒素で凍らせた
後、冷やした乳鉢中で TRIzol （life Technologies） 
を 1 ml 加えた上でよくすりつぶし、1.5 ml チュー
ブに移した。その後メーカーのプロトコールに従っ
て total RNA を抽出した。抽出した total RNA は




　RT-PCR の 逆 転 写 反 応 に つ い て は TaKaRa 
PrimeScript® RT-PCR Kit（タカラバイオ）,PCR に
ついては Go Taq Flexi® DNA Polymerase （プロメ
ガ） を用い、メーカーのプロトコールにしたがい、サー
マルサイクラ （ーPCR9700, Applied Biosystems）を
用いてcDNA を合成した。この cDNA を鋳型として
さらにPCRを行ない、増幅したcDNA断片はアガロー
スゲル電気泳動後 SYBR® Green I  （タカラバイオ） 
により染 色し、Dark Reader® （Cleare Chemical 
Research） 上デジタルカメラを用いて撮影した。増
幅した DNA 断片は、IrfanView （http://irfanview.
com） 及び ImageJ （http://www.nih.gov） を用いて
蛍光強度を測定した。EF1 （elongation factor 1） α
を内部標準として NtILP1 または NtILP2 の蛍光強
度を平準化し、相対蛍光強度を求めた。
3.  結果
NtILP1 及びNtILP2 の cDNA の単離と解析











図 2　NtILP1 及びNtILP2 の構造と導入したコンストラクト
　NtILP1 および NtILP2 遺伝子の構造と、実際に遺伝子導入したNtILP1 キメラ遺伝子の構造を模式的に表した。それぞれの遺
伝子について BLD1 および BLD2 をコードする領域を示してある。また、NtILP2 については、5’の一部が未クローニングであるた
め、予測される cDNA 領域を点線で示した。CaMV35S pro; cauliflower mosaic virus 35S 遺伝子プロモーター、NOS ter; nopaline 
synthase 遺伝子ターミネーター、AtILP2 intron6; AtILP2 遺伝子の 6 番目のイントロン。
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過剰発現株、発現抑制株におけるNtILP1 発現変化
の解析
　 遺 伝 子 組 換 え に よ り NtILP1OX 遺 伝 子 及 び




2 系統（OX1, OX2）、NtILP1RNAi については 3 系
統（RNAi1 〜 3）を選び、NtILP1 発現量が変化し
ているかどうかについて調べた。
　非形質転換体（NT）株および形質転換 BY-2 細
胞株におけるNtILP1 の mRNA 蓄積量を半定量的
PCR により解析した。PCR は BLD 領域を含む 292 
bp 〜 920 bp をターゲットとした。継代培養してい
る細胞株を異なる継代回に 3 度回収して RT-PCR
を行なった結果、有意差は見られなかったものの、
NtILP1OX1 株においては NT 株と比較して常に 1.5
倍〜 2.5 倍に蓄積量が上昇していた（図 3）。一方、
NtILP1OX2 株においては、蓄積量が NT 株よりも
常に低かった（図 3）。
　NtILP1RNAi 導入株においては、RNAi3 株のみ
NtILP1 mRNA 蓄積量が有意に NT 株より低かっ
た。（図 3）。
NtILP1 過剰発現株、発現抑制株の細胞死の解析
　NtILP1 過 剰 発 現 株 及 び 発 現 抑 制 株 を 用 い、





　過剰発現株のうち OX1 株は 3 回の実験全てで
NT 株に比べ細胞死率が低く抑えられていた（図 5）。
また、RNAi3 株については常に NT 株よりも高い




　 我 々 は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お い て、AtILP1 と




NtILP2 と名付け、NtILP2 の BLD1 をコードする




図 3 NtILP1 過剰発現株及び発現抑制株における
 NtILP1 及びNtILP2 mRNA の蓄積量
　各遺伝子導入株の定常時におけるNtILP1 mRNA （A）及
び NtILP2 mRNA （B）の蓄積量を半定量的 RT-PCR により




リスクを付した。NT; 非形質転換株、OX1; NtILP1OX1 株、
OX2; NtILP1OX2 株、RNAi1; NtILP1RNAi1 株、RNAi2; 
NtILP1RNAi2 株、RNAi3; NtILP1RNAi3 株。
図 4　Evans blue 染色による細胞死の観察
　NtILP1 過剰発現株及び発現抑制株における cryptogein
添加後 24 時間後の Evans Blue 染色の結果により観察した。
青く染色された細胞が死細胞。NT; 非形質転換株、OX1; 
NtILP1OX1 株、RNAi3; NtILP1RNAi3 株。
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4.  考察 
　シロイヌナズナから単離された ILPs は、動物












cryptogein 誘導性 PCD におけるNtILP1 発現変化
の影響を調べることとした。





















paralog として ILP2 が存在することが示されている


















図 5 NtILP1 過剰発現株及び発現抑制株における
 cryptogein 添加濃度と細胞死率の関係























ている 21）。また、NtILP1 と相同性を示す HsILP1 
（NIPA）は SCF（Skip1-cullin-F-box）複合体（ユビ
キチンをタンパク質に結合するユビキチンリガーゼの
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